This Page Is Inserted by IFW Operations 
and is not a part of the Official Record 

BEST AVAILABLE IMAGES 



Defective images within this document are accurate representations of 
the original documents submitted by the applicant. 

Defects in the images may include (but are not limited to): 



BLACK BORDERS 

TEXT CUT OFF AT TOP, BOTTOM OR SIDES 
FADED TEXT 
ILLEGIBLE TEXT 
SKEWED/SLANTED IMAGES 
COLORED PHOTOS 

BLACK OR VERY BLACK AND WHITE DARK PHOTOS 
GRAY SCALE DOCUMENTS 



IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY. 

As rescanning documents will not correct images, 
please do not report the images to the 
1 Image Problem Mailbox. 



J 



File 351:Derwent WPI 1963-2000/UD, UM &UP=200046 

(c) 2000 Derwent Info Ltd 
*File 351: New display formats in effect. Equivalents being added more 
quickly. Please enter HELP NEWS 351 for details. 

Set Items Description 



?S PN=(DE 158109 OR DE 270382 OR DE 296075 OR EP 371467 OR EP 481311 OR EP 615978 
OR EP 688788) 

0 PN=DE 158109 
0 PN=DE 270382 

0 PN=DE 296075 

1 PN=EP 371467 
1 PN=EP 481311 
1 PN-EP 615978 
1 PN=EP 688788 

SI 4 PN=(DE 158109 OR DE 270382 OR DE 296075 OR EP 371467 OR 

EP 481311 OR EP 615978 OR EP 688788) 



?T 1/9/ ALL 



1/9/1 

DIALOG (R) File 351: Derwent WPI 
(c) 2000 Derwent Info Ltd. All rts. reserv. 



010544569 **Image available** 
WPI Acc No: 1996-041522/199605 
XRAM Acc No: C96-014080 

New boronic acid peptide derivs. - are selective protease inhibitors 

useful as anticoagulants 
Patent Assignee: ADIR & CIE (ADIR ) 

Inventor: DE NANTEUIL G; G LOAN EC P; LAUBIE M; LILA C; RUPIN A; SIMONET S; 

VERBEUREN T; RUBIN A 
Number of Countries: 025 Number of Patents: 013 



Patent Family: 














Week 


Patent No 


Kind 


Date 


Applicat No 


Kind 


Date 


EP 


688788 


Al 


19951227 


EP 


95401462 


A 


19950621 


199605 B 


AU 


9521801 


A 


19960104 


AU 


9521801 


A 


19950620 


199608 


FR 


2721611 


Al 


19951229 


FR 


947589 


A 


19940622 


199608 


NO 


9502482 


A 


19951227 


NO 


952482 


A 


19950621 


199608 


JP 


8003187 


A 


19960109 


JP 


95154218 


A 


19950621 


199610 


FI 


9503089 


A 


19951223 


FI 


953089 


A 


19950621 


199611 


CA 


2152205 


A 


19951223 


CA 


2152205 


A 


19950620 


199616 


ZA 


9505176 


A 


19960424 


ZA 


955176 


A 


19950622 


199622 


NZ 


272401 


A 


19960528 


NZ 


272401 


A 


19950621 


199626 


US 


5585360 


A 


19961217 


US 


95458504 


A 


19950602 


199705 


CN 


1121077 


A 


19960424 


CN 


95106659 


A 


19950621 


199745 


AU 


686365 


B 


19980205 


AU 


9521801 


A 


19950620 


199813 


JP 


2862496 


B2 


19990303 


JP 


95154218 


A 


19950621 


199914 



Priority Applications (No Type Date) 
Cited Patents: 2.Jnl.Ref; EP 293881; 

9425049; WO 9509634 
Patent Details: 

Patent No Kind Lan Pg Main IPC 
EP 688788 Al F 19 C07K-005/065 



: FR 947589 A 19940622 
EP 471651; EP 615978; WO 9207869; WO 



Filing Notes 



Wolf Greenfield & Sacks, P.C. 



Page 1 



I 



Designated States (Regional): AT BE CH DE DK ES FR GB GR IE IT LI LU NL 





PT SE 










FR 


2721611 


Al 


21 


C07F- 


005/02 


JP 


8003187 


A 


13 


C07K- 


005/065 


CA 


2152205 


A F 




C07K- 


005/06 


ZA 


9505176 


A 


24 


A61K- 


•000/00 


US 


5585360 


A 


9 


A61K- 


-038/06 


AU 


686365 


B 




C07K- 


■005/065 


JP 


2862496 


B2 


13 


C07K- 


•005/065 


AU 


9521801 


A 




C07K- 


■005/065 


NO 


9502482 


A 




C07K- 


-005/00 


FI 


9503089 


A 




C07K- 


•000/00 


NZ 


272401 


A 




C07F- 


-005/04 


CN 


1121077 


A 




C07K- 


-005/065 



Previous Publ. patent AU 9521801 
Previous Publ. patent JP 8003187 



Abstract (Basic) : EP 688788 A 

Boronic acid peptide derivs . of formula (I) 
R1NH-C(R2) (R2')-CO-A-CO-NH-CH(R3)-B(OR4) (OR5) and their enantiomers, 
diastereomers and epimers and their addn. salts are new. In (I), Rl is 
e.g. H, 1-6C acyl, 2-7C alkoxycarbonyl, benzyloxycarbonyl, etc.; R2 is 
e.g. H, Ph, thienylmethyl, (pyridinyl) methyl, diphenylmethyl, 
fluoroenyl, naphthylmethyl etc.; R2 1 is H or benzyl; or R2+R2' is CHPh; 
R3 is e.g. (CH2)mSC(=NH)NHR, (CH2 ) mN (R) CH=NH or gp. of formula (a) 
etc.; m =1-6; R is H or 1-6C alkyl; X is S or amino; R4 and R5 are H or 
1-6C alkyl; or B(OR4) (OR5) is pinanediol boronic ester; A is 
N(A2)(CH2)n; n = 1-2; A2 is e.g. Ph, indanyl, 3-7C cycloalkyl (opt. 
ring substd. by 1-6C alkyl), 3-7C cycloalkenyl, bicyclo (2 . 1 . 1) hexyl 

etc. . ... 

USE - (I) are protease inhibitors partic. trypsin-like serine 
protease inhibitors with selectively towards thrombin rather than other 
serine proteases of coagulation. They are useful as thrombolytics for 
treating e.g. myocardial infarction and venous or arterial thromboses. 
Dosage is 1-500 mg/day. 

ADVANTAGE - (I) have higher oral activity than DUP714 
(Ac (D) Phe-Pro-Arg-boronic acid). 

Dwg.0/0 

Abstract (Equivalent): US 5585360 A 

Cpds. of formula (I) are new: 

Rl = H, 1-6C acyl, 1-6C alkoxycarbonyl, benzyloxycarbonyl, 
phenoxycarbonyl or 1-6C alkyl opt. substd. by 1 or more phenyl, 
carboxyl, 1-6C alkoxycarbonyl, phenoxycarbonyl, benzyloxycarbonyl or 
morpholino-sulphonyl or R6S02; 

R6 = 1-6C alkyl, naphthyl, phenyl, benzyl or morpholine, each opt. 
substd. by 1 or more halo or 1-6C alkyl, 1-6C alkoxy, trihalomethyl, 
amino, alkylamino or dialkylamino; 

R2 = H or phenyl, benzyl (opt. substd. on the phenyl nucleus by 1 
or more halo or 1-6C alkyl, 1-6C alkoxy, hydroxyl, amino, nitro or 
carboxyl), thienylmethyl, pyridylmethyl, diphenylmethyl, fluorenyl, 
naphthylmethyl, benzo-cyclobutyl, (di-cyclo-propyl-methyl ) methyl, 
indanyl or (3-7C cycloalkyl) methyl ; 

R*2 = H or benzyl, or 

R2+R'2 = C6H5-CH; 

R3 = a gp. of formula (i)-(v); 

m = 1-6; 

R = H or 1-6C alkyl; 
R' = 1-6C alkyl; 
X = S or amino; 
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R4,R5 = H, 1-6C alkyl a gp. of formula (vi) or forms a boronic 
ester of pinanediol; 

A = a gp. of formula (vii); 
n = 1 or 2; 

A2 = phenyl, indanyl, 3-7C cycloalkyl (opt. substd. by 1 or more 
1-6C alkyl), 3-7C cycloalkenyl, bicyclo [2 . 1 . 1] hexyl, 
bicyclo[2.2.1]heptyl or a gp. of formula (viii) ; 

X,Y are different and = 0, S, NH or CH2, its enantiomers, 
diastereoisomers and epimers and its addn. salts with a 
pharmaceutically-acceptable acid or base. 

Dwg.0/0 

Title Terms: NEW; BORONIC; ACID; PEPTIDE; DERIVATIVE; SELECT; PROTEASE; 

INHIBIT; USEFUL; ANTICOAGULANT 
Derwent Class: B04 

International Patent Class (Main): A61K-000/00; A61K-038/06; C07F-005/02; 

C07F-005/04; C07K-000/00; C07K-005/00; C07K-005/06; C07K-005/065 
International Patent Class (Additional): A61K-031/69; A61K-033/22; 

A61K-038/05; A61K-038/55; C07F-009/22; C07K-001/06; C07K-005/023; 

C07K-005/068; C07K-005/078 ; C07K-005/08 
File Segment: CPI 

Manual Codes (CPI/A-N) : B05-B01A; B14-D07C; B14-F04 

Chemical Fragment Codes (M2) : 

*01* B505 B605 B712 B720 B741 B803 B831 B840 C100 C316 F010 F011 F012 
F013 F014 F015 F019 F021 F140 F150 F211 F240 F310 F431 F513 F521 
F620 F653 F720 G002 G010 G011 G012 G013 G019 G020 G021 G022 G029 
G030 G031 G032 G039 G040 G050 G100 Gill G112 G113 G200 G221 G299 
G310 G530 G553 G563 G599 G610 G623 G640 G699 H100 H101 H102 H103 
H121 H122 H141 H142 H181 H182 H201 H211 H341 H401 H441 H521 H541 
H542 H581 H592 H600 H608 H609 H621 H641 H642 H643 H681 H682 H683 
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(3) Derives peptidiques de i'acide boronlque ayant une activite inhibitant de protease, leur procede de 
preparation et les composition et les compositions pharmaceutiques les contenants 

(57) L'invention conceme les composes de formule (I) : 



R.NH — C — CO— A- 
/\ 



-CO— NH- 



-CH— B 
I 



.OR. 



OR. 



(I) 



dans laquelle : 

Ri represente un atome d'hydrogene, un groupement acyle, alkoxycarbonyle, benzyloxycarbo- 

nyle, phenoxycarbonyle, alkyle (C r C<j) lineaire ou ramrfie substitue ou non, ou un grou- 
pement ReSO^ dans lequel Re represente un groupement alkyle, naphtyle, phenyle, benzyle 
ou morpholine, 

R 2 represente un atome d'hydrogene ou un groupement phenyle, benzyle substitue ou non, 

thienylmethyle, (pyridinyl)methyle, diphenylmethyle, fluorenyle, naphtytmethyle, benzocyclo- 
butyle, (dicydopropyimethyl)methyle, indanyle ou cydoalkyl (C3-C7) methyle, 

R 2 represente un atome d'hydrogene 

ou bien 

R 2 et R' 2 representent ensemble C 6 H5-CH= ( 

R 3 represente Tun quelconque des groupements tels que definis dans la description, 

R* et R5 representent chacun un atome d'hydrogene ou un groupement alkyle, ou 



CO 
CO 
N- 

00 
CO 
<0 



OR, 



form un ster boroniqu de pinan diol, 



Q. 

UJ 



Jouvo, 18, rue Saint-Denis, 75001 PARIS 
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A represents le groupement survant : 

-N— iCK,) — 

danfc lequel n et A 2 sont tels que ctefinis dans la description. 
Medicaments. 
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La pres nte Inv ntion concerns d s derives peptidiques d'acide boroniqu , leur precede de preparation, 
les compositions pharmaceutiques qui les contiennent ainsl que leur utilisation en tant qu'inhibiteurs de tryp- 
sine-like serine proteases. 

L'une de ces serine proteases, la thrombine, est I'enzym cle de la coagulation et Joue un rot central dans 
5 la pathologie des thromboses veineuses et arterielles comme I'ont montre F. Toti et coll. (Sang, Thrombose, 
Vaisseaux, 4, 483-494, 1992) et T.M. REILLY et coll. (Blood Coagulation and Fibrinolysis, 3, 513-517, 1992). 

Les approches anti-thrombotiques sont plus eff icaces et sans risque par rapport aux traitements actuels. 
Des inhibiteurs directs de la thrombine, actuellement en developpement cHnique, presentent toute une serie 
d'avantages sur I'heparine. Mais ces substances, Phirudine et l'hirulog-1 ont le desavantage de ne pas etre 
10 actives par voieorale. 

□'autre part, il est connu que des peptides contenant la sequence (D)Phe-Pn>Arg sont des inhibiteurs du . 
site catalytique de la thrombine (C. KETTNER etjcoll., J. Biol. Chem., 265 (30), 18289-18297, 1990). 

Des derives peptidiques de I'acide boronlque, presentant une activite anti-thrombotique, ont deja ete de- 
crits dans la literature. C'est le cas plus particulierement des composes decrits dans les brevets EP 293881 
15 et EP 471 651 . MA HUSSAIN et coll. ont d'ailleurs de montre que I'acide Ac-(D)Phe-Pro-Arg boronique (DUP 
714) est un inhibiteur de la thrombine (Peptides, 12, 1153-1154, 1991). 

II etait done particulierement interessant de synthetiser de nouveaux inhibiteurs de serine proteases af in 
d'augmenter la puissance, la selectivity ainsi que I'activite par voie oraie des composes deja decrits dans la 
litterature. 

20 Plus specif iquement, la presente invention concerne les composes de formule (I) : 



R.NH — C — CO— A CO-NH CH-B^ m 

25 J V. Rj OR 5 



/\ 

R2 R; 



2 

dans laquelle : 

Ri represente un atome d'hydrogene, un groupement acyle (CrCe) lineaire ou ramifie, alkoxycarbonyle 
30 (C t -C 6 ) lineaire ou ramifie, benzyloxycarbonyle, phenoxycarbonyle, alkyie (C r C 6 ) Iin6aire ou ramifie 

(substitue ou non par un ou plusieurs groupements phenyle, carboxy, alkoxycarbonyle (C r C e ) lineaire 
ou ramifie, phenoxycarbonyle, benzyloxycarbonyle ou morpholinosulfonyie) ou un groupement ReS0 2 - 
dans lequel Re represente un groupement alkyie (C r C e ) lineaire ou ramifie, naphtyle, phenyle, benzyle, 
morpholine (chacun des groupements naphtyle, phenyle ou benzyle etant lui-meme eventuellement 
35 substitue par un ou plusieurs atomes d'halogene ou groupements alkyie (C r C 6 ) lineaire ou ramifie, 

alkoxy (C r C e ) lineaire ou ramifie, trihalogenomethyle, amino, alkylamino ou dialkylamino), 
R 2 represente un atome d'hydrogene ou un groupement : 

- phenyle, 

- benzyle (substitue ou nop sur le noyau phenyle par un ou plusieurs atomes d'halogene ou groupements 
40 alkyie (C r Ce) lineaire ou ramifie, alkoxy (C r C e ) lineaire ou ramifie, hydroxy, amino, nitro ou carboxy), 

- thienylmethyle, 

- (pyridinyl)methyle, 

- diphenylmethyle, 

- fluorenyle, 

45 naphtylmethyie, 
! : - behzocyclobutyfe, 

- (dicyclopropylmethyl)methyle, 

- indanyle, 

- ou, cycloalkyl (C3-C7) methyle, 

so R' 2 repr6sente un atome d'hydrogene 
ou bien 

R 2 et R' 2 representent ensemble C 6 H6-CH= t • . 

R 3 represente Tun quelconque des groupements suh/ants : 

55 . . 
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20 



25 



30 



HN^ HN^ HN*. 

RH1>T I RUN 



^ch-n-cch,),,,- ou. ([ y-x-coy — 

R 



dans lesquels : 
1 si m si 6, 

*5 R represents un atome d'hydrogene ou un groupement alkyle (C r C e ) lineaire ou ramif ie, 

R' represente un groupement alkyle (Ct-C 6 ) lineaire ou ramifi6, 
X represente un atome de soufre ou un groupement amino, 
R4 et Rs represented chacun un atome d'hydrogene ou un groupement alkyle (C r C Q ) lineaire ou ramif ie, 
ou 



40 



< 

OR 5 



forme un ester boron ique de pinanediol, 
represente Ie groupement suivant : 



-N— (CH 2 )- 



dans lequel : 
35 n represente 1 ou 2, 

A 2 represente un groupement phenyle, indanyle, cycloalkyle (C3-C7) (substitue ou non par un ou plusieurs 
groupements alkyle (C,-C 8 ) lineaire ou ramif ie) cycloalkenyle (C 3 -C7), bicyclo[2.1.1]hexyi, bicy- 
clo[2.2.1]heptyi ou un groupement : 



rr 



dans lequel 

45 X et Y differents represented un atome d'oxygene, de soufre, un groupement NH ou CH 2 , 

leurs enantiomeres, diastereoisomeres et epimeres ainsi que leurs sels d'addition a un acide ou a une base 
pharmaceutiquement acceptable. 

L'invention concerne egalement Ie procede de preparation des derives de formule (I) caracterise en ce 
que Ton fait reagir un amino-acide protege de formule (II), dont on a eventuellement separe les isomeres par 

so une technique classique de separation : 



R\ 



NH-C-CaH 

/\ 2 



(ID 



55 



danslaqu II : 

R'i represente un groupement acyle (C r Ce) lineaire ou ramif ie, benzyle, alkoxycarbonyle (C r Ce) 
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Iin6air ou ramifie, benzyl xycarb nyl u phenoxycarbonyi , 
R 2 et R 2 ont la meme signification que dans la formule (I), 

qu I'on fait reagir selon la t chnique de couplage peptldique decrite par W. KONIG et R. GEIGER (B r. . 103 . 
788, 1970), av cund uxieme amino-acld protege def rmul (III) dont on a ev ntu II ment 6par6l siso- 
meres selon une technique classique de separation, 

HA-C0 2 CH 2 C 6 H 6 (III) 
dans laquelle A a la meme signification que dans la formule (I), pour conduire au compose de formule (IV) : 

R^-NH^C-CO.A-CO.CH.C^ (jy) 
Rj R' 2 | 

dans laquelle R' 1f R 2 , R' 2 et A ont la m6me signification que prec6demment, 
15 dont on deprotdge la fonction acide par hydrogenation catalytique ou saponification, pour conduire au compo- 
se de formule (V) : - . 

R 1 , - m CO - A - C0 2 H (V) 

20 ^2 R 2 

dans laquelle R* 1t R 2 , R 2 et A ont la meme signification que pr6cedemment, 

que Ton met en reaction avec du N-hydroxysuccinimide en presence de 1 ,3-dicycIohexyicarbodiimide en milieu 
anhydre, pour conduire au compose de formule (VI) : 

25 

R r NH-C-CO-A-C0 2 Suc (VI) 
R, R' a 

30 dans laquelle R' 1t R 2 , R' 2 et A ont la m£me signification que pr6c6demment et Sue represents un radical suc- 
cinimido, 

que Ton met en reaction en milieu basique avec un compose de formule (VII) : 



35 /°- R *4 

40 dans laquelle : 

R 3 represents le groupement Br-(CH 2 ) m - dans lequel m a la meme signification que dans la formule (I), 
R 4 et R' 6 represents chacun un groupement alkyle (C r C 6 ) lineaire ou ramif 16, 
ou 



45 



55 



^OR' 4 
B "^OR , s 



50 forme un ester boronique de pinanediol, 

pour conduire au compose de formule (VIII) : 



OR" 

RVNH-C-CO-A-CO-NH-CH-B ^ 



-y w-,Y- w -mi-yH-ij (VEI) 



*7 R 2 R j 



5 
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dans laquelle R' lt R 2 , R 2f R* 3 , A, R' 4 et R' 6 ont la mtme signification que prtctdemment, que I'on fait rtagir 
"avec de la thiourte tventuellement substitute ou un compost permettant d'acctder au dtrivt amint conve- 
nablement substitut, 

pour conduire au compost de formule (l/a), cas particulier des composts de fonnule (l) v 

OR' 

rV-nh-c-co-a-co-nh-ch-bC^ 4 

R \. I OR*, 

R'j r 3 5 (I/a) 

dans laquelle R' 1f R 2( R3, R' 2 , A, R4, R' 6 , R et m ont la mtrne signification que prtctdemment, 
compost de formule (l/a) dont on dtprottge, si on le souhaite, la fonction amine terminate et que I'on trans- 
forme, en milieu inerte, a I'aide de trichlorure de bore, en acide boronique de formule (l/b) f cas particulier des 
composts de formule (I) : 

.OH 

VNH^C-CO-A-CO-NH-CH-B^ (i/b) 

dans laquelle R 1( R 2 , R' 2i A et R3 ont la mtrne signification que dans la formule (I), 
compost de formule (l/a) ou (1/b) : 

- que Ton purifie tventuellement selon une technique classique de purification, 

- dont on stpare, si on le souhaite, les tnantiomtres selon une technique classique de stparation 

et que Ton transforms le cas tchtant, en ses sels d'addition a un acide ou une base pharmaceutiquement 
acceptable. 

Parmi les acides pharmaceutiquement acceptables, on peut citer a titre non limitatif les acides chlorhy- 
drique, bromhydrique, sulfurique, phosphonique, acttique, trifluoroacttique, lactique, pyruvique, malonique, 
succinique, glutarique, f umarique, tartrique, maltique, citrique, ascorbique, mtthane sulfonique, camphorique, 
oxalique, etc... 

Parmi les bases pharmaceutiquement acceptables, on peut citer a titre non limitatif, I'hydroxyde de so- 
dium, I'hydroxyde de potassium, le bicarbonate de sodium, etc... 

Les composts de formule (VII) peuvent ttre obtenus a partir du compost de formule (IX) obtenu selon le 
proctdt dtcrit par M.W. RATHKE et coll. (J. Organomet. Chem., 122, 145-149, 1976) : 



>-< 4 (K) 
CI OR', 

dans laquelle R\ et R* 6 sont tels que dtf inis.plus haul, 
que Ton fait rtagir sur un prganomagntsien de formule (X) : 

R'aMgCI (X) 
dans laquelle R' 3 a la mtrne signification que prtctdemment, 
. pour conduire au compost de formule (XI) : 

I 

C k ^ 0 R' 

/ CH '< 4 (XI) 
R3 OR', 



dans laqu II R' 3 , R' 4 et R' 6 sont t Is qu dtfinis prtctd mment, que I* n met n rSacti n av c I 
1 ,1 ,1 ,3,3,3-hexamtthyldisilazane (HMDS) n prtsence de n-butyllithium pour conduire, aprts traitement en 
milieu acide, au compost d f rmule (VII). 

L compost de formul (XI) p uttgalem ntttr obt nu selon le proctdt dtcrit par D.S. MATTESON t 
coll. (Organometallics, 3, 1284-1288, 1984) et W. RATHKE et coll. (J. Biol. Chem., 265 (30), 18289-18297, 
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1990). 

Les composes de la presents invention, outre le fait qu'ils soient nouveaux, pr6sententdes propri6t6s phar- 
macologiques particulidrement int6ressantes. 

C sont de puissants inhibiteurs de trypsine-like rin proteas s qui pr6s ntent un importante sei cti- 
vit6 vis-a-vis de la thrombine par rapport a d'autres serine proteases de la coagulation, lis possfedent d'autr 
part une meilleure activity par voie orale que le compose de reference DUP 714. 

Ces propri6t6s les rendentdonc utiles dans le traitement des angines stables ou non, des maladies d'ori- 
gine thrombotique et/ou donnant lieu a des complications thrombotiques ainsi que dans le traitement ou la 
prevention de Pinfarctus du myocarde et des thromboses yeineuses ou arterioles. 

lis peuvent 6galement Stre utilises en association thSrapeutique avec un thrombolytique. 

L'invention s'etend aussi aux compositions pharmaceutiques renfermant comme principe actif au moins 
un compose de formule (I) avec un ou plusieurs Recipients inertes, non toxiques et appropri6s. Les composi- 
tions pharmaceutiques ainsi obtenues pourront 6tre presentees sous diverses formes, les plus avantageuses 
etant les comprim6s, les drag6es, les geiules, suppositoires, suspensions buvables, etc... 

La posologie utile est adaptable selon la nature et la s6v£rit6 de I'affection, la voie d'administration ainsi 
que selon rage et le poids du patient Cette posologie varie de 1 6 500 mg par Jour en une ou plusieurs prises. 

Les exemples suivants illustrent l'invention mais ne la limitent en aucune fa$on. 

Les produits de depart utilises sont des produits de ctepart connus ou pr6par6s selon des modes op6ra- 
toires connus. 

La preparation A conduit a un intermediate de synthase utile dans la preparation des composes de l'in- 
vention. 

Les structures des composes decrits dans les exemples et celles de leurs intermediates ont ete confir- 
mees par les techniques spectroscopiques usuelles. 

Preparation A : (R)-1-Amino-4-bromobutyIboronate de (+)a-pinanedlol, chlorhydrate 

Ce compose a 6t6 obtenu selon le precede d6crit par C. KETTNER et coll. (J. Biol. Chem., 265 (30), 1 8289- 
18297, 1990) par reaction du bromure d'allyle sur le catecholborane, suivie d'une transesterification avec du 
(+)a-pinanediol puis d'une reaction d'homologation en presence de dichlorom6thyilithium et enf in de la reac- 
tion avec de Thexamethyl-disilazane. 
Point de fusion : 160°C 

Pouvoirrotatoire : [a] D 25 = + 1 6,5° (c = 1 %, ethanol) 



Microanalyse 6l6mentaire : 





C% 


H% 


N% 


Cl% 


caicuie 


45,88 


7,15 


3,82 


9,67 


trouve 


45,82 


7,09 


4,13 


9.85 



Les abr6viations uti!is6es dans les exemples sont les suivantes : 
Ac represente acetyl, 
Fmoc represente 9-fluor6nylm6thoxycarbonyi, 
Bz repr6sente benzyl, 
Sue represente le groupement succinimido, 
(R)Phe represente le r6sidu (R)-ph6nylalanyl, 
Gly represente le r6sidu glycyl, 
Boc represente tbutoxycarbonyl. 

Exemple 1 : 1-(R)-{[Ac-(R)Phe-(N-cyclopentyl)GIy]amIno}-4-(isothiour6Tdo) butylboronate de (+)ct-pi- 
nanediol 

StedeA : Boc-(R)Phe-(N-cyclopentyl)Gly-OBz 

En utilisant la technique de couplage peptidique (DCC/HOBT) decrite par W.KONIG et R.GEIGER (Ber., 
103, 788, 1970) et le dimethyiformamide anhydre comme sofvant, le produit attendu est prepare a partir de 
73 mmoles de (N-cyclopentyl)Gly-OBz et de Boc-(R)Phe-OH et st purif i6 par chromatographie sur colonne 
de si!ice en utilisant comme eiuant un melange dichloromethane/ethanol (97/3). 
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Rendement : 76 % 

Siad^:H-(R)Ph6-(N.cycIopentyl)Gly-OB2 

L produit obtenu au stade precedent st d6prot6g6 par dissolution d 31 mmoles dans 150 ml d'acetate 
d'ethyte anhydre ref roidi dans un bain eau-glace en r6alisant un barbotage d'acide chlorhydrique gaz pendant 
une heure. Apr6s retour & temperature ambiante et agitation pendant une heure, le melange est 6vapor6. Le 
r6sidu est repris d lather et a nouveau 6vapor6. t 
Rendement : 99 % 

StedeC : Ao-(R)Phe-(N-cyclopentyl)Gly-OBz 

5 mmoles du compose obtenu au stade precedent dans un melange contenant 10 ml de dioxane, 5 ml 
d'eau, 24 ml d'anhydride acetique et 25 mmoles de bicarbonate de sodium sont agitees pendant 3 heures a 
temperature ambiante. Apres evaporation, le residu est repris par un melange eau/ac6tate d'ethyle. La phase 
organique est Iav6e a I'eau, puis par une solution saturee de chlorure de sodium. Apr6s s6chage et evapora- 
tion, on obtient le produit attendu. 
Rendement : 89 % 

Stade D : Ac-(R)Phe-(N-cyclopentyl)Gly-OH 

5 mmoles du produit obtenu au stade precedent dans 25 ml de methanol sont hydrog6n6es sous une pres- 
sion d'hydrog6ne de 4 kg pendant 12 h en presence de 1 50 mg de pa!ladium/C a 10 % anhydre. Aprfcs filtration 
du catalyseur, le produit attendu est obtenu apres evaporation du solvant 

Stade E : Ac-(R)Phe-(N-cyclopentyl)Gly-OSuc 

A 4,46 mmoles de N-hydroxysuccinimide dans 50 ml de dichiorom6thane anhydre, sont ajout6es 4,46 
mmoles du produit obtenu au stade precedent dans 20 ml de dichloromethane anhydre puis 4,46 mmoles de 
dicyclohexylcarbodiimide dissous dans du dichloromethane. L'ensemble estagite 12 heures a temperature am- 
biante. Apr6s filtration de la dicyclohexylur6e form6e, le produit attendu est obtenu apres evaporation. 
Stade£ : 1-(R)-{[Ac-(R)Phe-(N-cyclopentyl)Gly]aminoh4-bromobutylboronate de (+}a-pinanediol 
4 mmoles du compose obtenu dans la preparation A dans 10 ml de dichloromethane anhydre et 4 mmoles 
du compose obtenu au stade precedent sont plac6es sous atmosphere d'argon a -20°C. 56 ml de triethylamine 
sont alors ajoutes goutte a goutte et l'ensemble est maintenu 30 minutes a -20°C. Apres retour a temperature 
ambiante, le melange est agite une nuit sous atmosphere d'argon. Apr6s reprise par de I'acetate d'ethyle, la- 
vage a I'eau, au bicarbonate de sodium, a I'eau, & I'acide chlorhydrique 0,2N et enf in £ I'eau, la phase organique 
est sech6e et evaporee. Le produit attendu est obtenu apres purification sur resine "Sephadex®". 
Rendement : 90 % 

StadeG : 1-(R)-{[Ao(R)Phe-(N-cyclopentyl)Gly]amino}-4-(isothioureTdo) butylboronate de (+)a-pinane- 

diol 

2,4 mmoles du compose obtenu au stade precedent et 7,3 mmoles de thiour6e dans 6 ml d'ethanol sont 
agitees 60 heures & temperature ambiante. Apr6s evaporation du solvant, le produit attendu est obtenu apres 
purification par passage sur resine "Sephadex®" en utilisant le methanol comme eiuant 
Rendement : 85 % 

Example 2 : Acide 1-(R)-{[Ac-(R)Phe-(N-cydopentyl)Gly]amIno}-4-(isothIour6rdo)butyl boronique, 
acetate 

2 mmoles du compose obtenu dans I'exemple 1 dans 25 ml de dichloromethane anhydre sont refroidies 
a -78°C sous atmosphere d'argon. 8 mmoles de trichlorure de bore sont alors additionn6es goutte & goutte 
en 30 minutes. La temperature est amen6e a 0°C et ('ensemble agite 30 minutes. 10 ml d'eau glacee sont alors 
ajoutes et apres 15 minutes d'agitation, le melange est amen6 a temperature ambiante. La phase organique 
est decant6e, extraite par 1 0 ml d'un melange eau/acide ac6tique (90/1 0). La phase aqueuse restante est lavee 
a I'ether et les phases aqueuses reunies sont 6vaporees. Le residu est purif i6 sur Bio-gei en utilisant comme 
eiuant un melange eau/acide acetique (90/10) et conduit au produit attendu qui est lyophilise. L'analyse phy- 
sicochimique du produit est compatible avec la structure attendue. 
Spectre de masse : FAB* : [M+glycerol^HaO+H 4 ] : rti/z = 561 

Exj»ip!^:l-(R)^A^ xyl)Gly]amIn }-4-{!sothIoureTdo)butyl b r nated (+)a-Dl- 

nan dl I 1 ' K 

L produit attendu st btenu sel n le proc6d6 d6crit dans I' xemple 1 n remplapant au stade A la (N- 
cycl pentyl)Gly-OBz par la (N-cyclohexyl)Gly-OBz et la Boc-(R)Phe-OH par la Boo(R,S)Phe-OH. 
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Ex mple 4 : Aclde 1-(R)-{[Ac-(R,S)Phe-(N-cy !ohexyl)GIy]amIno}-4-(IsothI ureTdo) butylboronlque, 
acetate 

Le produit attendu est obtenu selon le procede d6crit dans r xemple 2 a partir du compose decrit dans . 
I'exemple 3. 

Sgectredemasse : FAB* : [M+g!yc6rol-2H 2 0+H + ] : m/z = 576 

Exemple 5 : 1-(RH[Ac-(R)Ph©-(N-cyclohexyl)GlylamIno}-4-(isoth!our6ido)buty! boronato do (+)a-p!na- 
nediol 

Le produit attendu est obtenu selon le proc6d6 decrit dans I'exemple 1 en rempla$ant au stade A la (Nr 
cyclopentyl)Gly-OBz par la (N-cyclohexyl)Gly-Ogz. 

Exomple 6 : Aclde l-tRHIA^fRJPhe-tN-cyclohexyOGIylamlno^flsothlourdTdoJbutylboronlque, ace- 
tate 

Le produit attendu est obtenu selon le precede d6crit dans I'exemple 2 a partir du compose decrit dans 
I'exemple 5. 

Spectre de masse : FAB* : [M+gIyc6rol-2H 2 0+H + ] : m/z = 576 

Exemple 7 : 1-(RHIAo(R)Phe-(N-cyclopentyl)GlylamlnoH-(1N-m6thylguanldlno) butyl boronata de 
(+)a-pinanediol 

Stades A a F : Ces stades sont identiques aux stades A a F de I'exemple 1. 
Stade G : 1-(R)-{[Ac-(R)Phe-(N-cyclopentyl)Gly]amino}-4-azidobutyl boronate de (+)a-pinanediol 
StedeJH : 1-(R)-{[Ac-(R)Phe-(N-cyclopentyl)Gly]amino}-4-aminobutyl boronate de (+)a-pinanediol 
Les produits attendus aux stades G et H sont obtenus selon les precedes decrits dans le brevet EP 61 5978. 
Stade 1 : 1-(R)-flAc-(R)Phe-(N-cydopentyl)Gly]aminoH-(N-methylamino)butyl boronate de (+)a-pinane- 
diol, benzene sulfonate 

A 1 mmole du compose obtenu au stade precedent dans 20 ml d'ethanol anhydre sont ajoutes 5,7 g de 
tamis moieculaire 3A et 3,75 ml d'une solution aqueuse de formaldehyde a 40 %. L'ensemble est agite une 
nuit a temperature ambiante. Apr£s filtration, 1 mmole d'acide benzene sulfonique est ajoutee aux phases 
ethanoliques et I'ensemble est hydrogene en presence de 100 mg de Pd/C a 10 % comme catalyseur pendant 
une nuit a temperature ambiante et pression atmosphen'que. Le produit attendu est obtenu apres filtration du 
catalyseur et purification sur resine s6phadex®. 

Stade J : 1-(R)-{[Ac-(R)Phe-(N-cyclopentyl)Gly]amino}-4-(1N-methylguanidino)butyl boronate de (+)a-pi- 
nanediol 

Le produit attendu est obtenu par reaction du compose decrit au stade precedent avec du cyanamide selon 
le precede decrit dans I'exemple 2 du brevet EP 615978. 

Example 8 : Aclde 1-(R)-{[Ac-(R)Phe-(N-cyclopontyl)GIy]amIno}-4-(1N-m6thylguanIdlno)butyl boronl- 
que, acetate 

Le produit attendu est obtenu selon le proc6d6 decrit dans I'exemple 2 a partir du compose decrit dans 
I'exemple 7. 

Spectre de masse : FAB+ : rM+qlvcero)-2H,0+H+1 : m/z = 559 

Exemple 9 :1-(R){[Ac-(R)Phe-(N-cyclohexyl)Gly]amlno}-4-(1 N-m6t hylguanldlno) butyl boronate de 
(+)<x-pjnanedIol 

Le produit attendu est obtenu selon le procede decrit dans I'exemple 7 en utilisant comme produit de depart 
la (N-cydohexyi)Gly-OBz. 

Exemple 10 : Acid 1-(R)-{[Ac-(R)Phe-(N-cycl hoxyl)Gly]amino}-4-(1N-m6thylguan!din )butylb ronl- 
que, acetate 

Le produit attendu est obtenu selon le procede decrit dans I'exemple 2 a partir du compose decrit dans 
I'exemple 9. 
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Spectr d masse : FAB + : [I 4 ] : [M+Hf : m/z = 516 

Exempl 11 : 1-(RHIAc-(RH3-amIno)Ph -(N- yclop ntyl)Gly]am!mo}-4.(1N-m6thylguanidino)butyl 
boronate de (+)a-p!nanediol 

StadeA ; (R,S) (3-Nitro)Phe-OH, chlorhydrate 

Le chlorhydrate de 3-nitroph6nylalanine est obtenu en faisant r6agir le bromure de 3-nitrobenzyle avec 
rac6tamidomalonate d'6thyle en milieu 6thanol anhydre puis en hydrolysantle malonate de di6thyie form6 par 
de I'acide chlorhydrique 6N en presence d'acide antique. 

StadeB : Fmoo(R)(3-nitro)Phe-OH 

A 4 mmoles du compos6 obtenu au stade precedent dissoutes dans 14,4 ml d'une solution aqueuse de 
carbonate de sodium a 10 % sont ajout6es apr6s refroidissement 4 mmoles de Fmoc-CI. Aprts retour a tem- 
perature ambiante, I'ensemble est agit6 une nuit puis vers6 sur 250 ml d'eau. La phase aqueuse est Iav6e a 
lather et acidifi6e par de I'acide chlorhydrique concentre jusqu'a pH 1. Le produit attendu sous forme rac6- 
mique est f iltr6, s6ch6 et les isomfcres sont s6par6s par HPLC sur colonne preparative DAICEL OD en utilisant 
comme 6luant un melange heptane/isopropanol/acide trifluoroac6tique (650/350/0,5), 

Stade C : (R)(3-Nitro)Phe-OH 

Le produit obtenu au stade precedent est d6prot6g6 en milieu dioxane en pr6sence de pip6ridine. 
StadeD: Boc-(R)(3-nitro)Phe-OH 

Le produit obtenu au stade pr6c6dent est protege classiquement en presence de di.Lbutylcarbonate. 
Stede^ : Boc-(R)(3-nitro)Phe-(N-cyclopentyl)Gly-OBz 

Le produit attendu est obtenu selon le proc6d6 dScrit au stade A de I'exemple 1 a partir du produit obtenu 
au stade pr6c6denL 

Stades F a M : Les produits attendus a ces stades sont obtenus selon les proc6d6s dScrits aux stades B 
a J de I'exemple 7. 

Example 12 : Acide 1-(R)-{[Ac-(R)(3-amino)Phe-(N-cyclopentyl)Gly]amino}-4-(1N-m6thylguanidi- 
no)butyl boronique, acetate 

Le produit attendu est obtenu selon le proc6d6 dScrit dans I'exemple 2 a partir du compos6 d6crit dans 
I'exemple 11. 

Spectre de masse : FAB + : [I 4 ] : [M+MJ* : m/z = 51 7 

Example 13 : 1-(RW[Morphollnosulfonyl-(R)Phe-(N.cyclopentyl)Gly]amlno}-4-(1 N-m6thylguanidi- 
nojbutyl boronate de (+)ct-pinanediol 

Le produit attendu est obtenu selon le proc6d6 dScrit dans I'exemple 7 en remplagant au stade Ala Boc- 
(R)Phe-OH par la morpholinosulfonyl-(R)-Phe-OH d§crite dans J. Med. Chem. (Vol. 34, n° 7, p. 1937, 1991). 

Exemple 14 : Aclde 1-(RW[MorpholInosulfonyl-^)Phe-(N-cyclopentyl)Gly]am!no}^(1N-m6thylguanI- 
dino)butyl boronique, acetate 

Le produit attendu est obtenu selori le proc6de dScrit dans I'exemple 2 a partir du compos6 d6crit dans 
I'exemple 13. 

Exemple 15 : 1-(R)-{[Ac(R)Phe.(N.cyclopentyl)Gly]amlno)-4-(form!mIdoylam!no)butyl boronate de 
(+)a-pinanedlol 

I 

Stades A a H : Ces stades sont identiques aux stades A a H de I'exemple 7. 

Stadel : 1-(R)-{[Ac-(R)Phe-(N-cyclopentyl)Gly]amino}-4-(formimidoylamino)butyl boronate de (+)a-pina- 
nediol 

Le produit attendu est obtenu en faisant r6agir le chlorhydrate d'6thyl formimidate sur le produit obtenu 
au stad pr6c6d nt selon le precede d6crit dans le br v t PCT/US94/04058. 

Ex mpl 16 : Ac,d0 1-(^«Ac-(R)Phe-(N-cyclopentyl)Gly]amln }-4-(formimid ylamlno)butyl boroni- 
qu , ac6tat 



produit attendu est obtenu selon le proced6 d6crit dans I'exemple 2 a partir du compose d6crit dans 
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P xemple 15. 

Spectre de mass : FAB* : [M+glyceroI-2H 2 0+H + ] : m/z = 544 

Ex<mipleJ7:^ 
boronated (+)a-ptnanediol 

Stades A a I : Ces stades sont identiques aux stades A a I de Pexemple 7. 

Stade J : 1-(RHAc-(R)Phe-(N-cydopentyl)Gly^^ boronate 
de (+)a-pinanediol - 

Le produit attendu est obtenu selon le procede decrit au stade I de Pexemple 1 5 a partir du compose decrit 
au stade precedent 

I 

Exemple 18 : Aclde 1-(R)-{[Ac-(R)Phe-(N-cyclopdntyl)6ly]am!no}-4-(form!midoyl amlno)butyl boronl- 
que, acetate 

Le produit attendu est obtenu selon le procede decrit dans Pexemple 2 a partir du compose decrit dans 
Pexemple A. 

Spectre de masse : FAB + : IM+g!yceroI-2H 2 0+hT] : rri/z = 545 

Exemple 19 : 1-(R)-{[Ac»(R)Phe-(N-cyclopentyl)Gly]amlno}-4-[(lmldazol-2-yl)amino] butyl boronate 
de (+)ot-plnanediol 

Le produit attendu est obtenu selon le procede decrit dans Pexemple 1 en remplacantau stade G la thiouree 
par le 1-trityl-2-aminoimidazole et en realisant ensuite une hydrolyse acide. 

Exemple 20 : Aclde 1-(R)-{[Ac-(R)Phe-(N-cyclopentyl)Gly]amino}-4-[(lmldazol-2-yl)amlno}butyl boro- 
nique, acetate 

Le produit attendu est obtenu selon le proc6d6 decrit dans Pexemple 2 a partir du compose decrit dans 
Pexemple 19. 

Spectre de masse : FAB* : [M+glyc6rol-2H 2 0+H + ] : m/z = 555 

Exemple 21 : 1-(R)-{[Ac-(R}Phe-(N-cyclopentyl)Gly]amino}-4-[(1-methyIimida2o!-2-yl)thIo]butyl boro- 
nate de (+)a-pinanediol 

Stades A a F : Ces stades sont identiques aux stades A a F de Pexemple 1 . 

Stade G : 1-(R)-{[Ac-(R)Phe-(l^cydopentyl)Gty boronate de 

(+)a-pinanediol 

A une solution refroidie a 0°C contenant 2 mmoles d'hydrure de sodium et 2 mmoles de 1-m6thyl-2-mer- 
captoimidazole dans 10 ml de dimethyiformamide sont ajoutees 2 mmoles du derive brome obtenu au stade 
F. Apres retour a temperature ambiante, addition d'eau, extraction a Pacetate d'ethyle, on obtient, apres se- 
chage et evaporation le produit attendu. 

Exemple 22 : Acide 1-(RH[Ac-(R)Phe-(N-cydopenty^^ 
boronique, acetate 

Le produit attendu est obtenu selon le procede decrit dans Pexemple 2 a partir du compose decrit dans 
Pexemple 21. 

Etude pharmacologlque des composes de Plnvention 

Exemple 23 : Activity anti-coagulante, mesure des temps de thrombine et de prothromblne chez 
Phomme 

Enpres nc d'une quantit6 standard de thrombine ou de thromboplastine calcique, un plasma n rmalcoa- 
gule en un temps def ini et constant, appele resp ctfvement temps de thrombine (TT) et temps de prothromblne 
(TP).Au pliducoude,! sang vein uxestr cu ill i dans une solution de citrate trisodique (0.1 09 M). Un plasma 
pauvre en plaqu tt s st btenu par centrif ugatlon des echantill ns sanguins (3000 g, 15 mlnut s). 
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L temps de thrombin st realise avec I reactif Thrombin Prest (Stago) et I t mpsd prothrombin av c 
le reactif Neopiastine (Stago). lis sont determines automatiquement en utilisant un coagulometre ST4 (Stago). 
L'antagoniste ou I soivant (10 pi) est additionne au plasma (90 pi), puis in cube 2 minutes a 37°C. 100 pi d 
thrombine ou 200 pi de thromboplastine caicique sont ajoutes en declenchant le chronometre. Dans ces condi- 
tions, le TT obtenu dans le plasma temoin est de I'ordre de 20 secondes chez I'homme, et le TP de Tordre de 
1 2 secondes. L'actrvite d'un inhibiteur est evaluee par sa capacite a prolonger ces temps par rapport au temoin. 
Dans ces conditions, les composes de ^invention permettent une prolongation du temps de thrombine et du 
temps de prothrombine de 50 fois et plus. L'effet des inhibiteurs est mesure et la concentration qui multiplie 
par 2 le temps de coagulation (CTT 2 pour le temps de thrombine et CTP 2 pour le temps de prothrombine) est 
determinee. 

Les resultats sont reproduits dans le tableau suivant : 



Produits 


CTP 2 (uM) 


CTT 2 (nM) 


Exemple 2 


2.29 


0.20 


Exemple 4 


2.44 


0.34 


Exemple 6 


2.92 


0.29 


Exemple 8 


3.06 


0.30 


Ref.:DUP 714 


2.63 


0.18 



Exemple 24 : Inhibition do la thrombine et des serines proteases de la coagulation et la f ibrinolyse 

Pour evaluer in vitro I'activite inhibitrice des produits boro-Arginiques sur la thrombine humaine (Sigma, 
activite specif ique 3220 UNIH/mg), le f ibrinogene humain purif ie (6 uM, Enzyme Research Laboratories) a ete 
ajoute a une quantite donnee de thrombine (0.7 nM) prealablement incubee avec ou sans I'inhibiteur a tester 
(20°C, 10 minutes). 

Pour evaluer in vitro la selectivite de ces produits vis-a-vis de differentes serines proteases de la f ibrino- 
* lyse et la coagulation, le meme protocole a ete applique a la plasmine humaine purifiee (2 nM, Stago), a la 
proteine C activee humaine purifiee (2 nM, Stago), au facteur X active humain purif ie (2 nM, Calbiochem), a 
I'activateur tissulaire du plasminnogene (2 nM, Calbiochem), a ('urokinase humaine purif iee (2 nM, Choay), a 
la kallikreine plasmatique humaine purifiee (2 nM, Calbiochem) en utilisant pour substrats differents peptides 
paranitroanilides : <Glu-Phe-Lys-pNA (0.50 mM, S 2403, Kabi) pour la plasmine, N-Cbo-Arg-Gly-Arg-pNA 
(0.39 mM, S 2765, Kabi) pour le facteur Xa, <Glu-Pro-Arg-pNA (0.52 mM, S 2366, Kabi) pour la proteine C 
activee, H-D-Pro-Phe-Arg-pNA(0.45 mM, S 2302, Kabi) pour la kallikreine, H-(D)-lle-Pro-Arg-pNA(0.48 mM, 
S 2288, Kabi") pour I'activateur tissulaire du plasminogene et <Glu-GIy-Arg-pNA (0.56 mM, S 2444, Kabi) pour 
I'urokinase. 

Inhibiteurs, enzymes et substrats sont dilues dans le meme tampon (tampon phosphate 0.01 mM, pH 7.4, 
contenant 0.12 M de chlorure de sodium et 0.05 % de serum albumine bovine) puis distribues dans une mi- 
croplaque en polystyrene sous un volume de 50 pi. 

La f ibrine formee par la thrombine ou le paranitronilide liberee par Taction de la serine protease sont me- 
sures spectrophotometriquement a 405 nm apres respectivement 5 ou 30 minutes de reaction a 20°C. 

Le tableau c^dessous donne la concentration de compose inhibant 50 % de I'activit6 enzymatique (CI50) 
en presence du produit de reference (DUP 714) et du compos6 de I'exemple 2 par rapport au contrdle sans 
produit Les resultats demontrent que le compose de I'exemple 2 inhibe aussi puissamment la thrombine que 
le DUP 714 mais inhibe beaucoup moins les autres serine-proteases de la coagulation et de la f ibrinolyse que 
le DUP 714. Les composes des exemples 2. 6 et 8 sont done des inhibiteurs beaucoup plus selectife de la 
thrombine que le DUP 714. 
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■A 1UUU1UI11C 


Placminp 
i iqjuuhv 




uroionase 


rXa 


Kain 


PCa 


R6f.DUP714 


0.55 


24 


5.3 


22 


81 


6.8 


15 


Ex.2 


0.59 


1038 


108 


2503 


>100000 


164 


593. 


Ex.6 


1.75 


1261 


92 


1508 


10850 


181 


467 


Ex. 8 


0.74 


> 33000 


395 


> 33000 


> 33000 


1076 


458 



Example 25 : Mesure de I'activite anti-coagulante ex vivo. 

I 

Administration des produits par vole Intravelneuse (i.v.) chez le rat 
Les rats OFA, £ jeun ou non, sont anesthesias au pentobarbital (60 mg/kg, i.p.). L'artere carotide et la veine 
jugulaire sont degag6es et catheterisees. Les catheters sont purges avec du serum physlologlque citrate 
(1/40), Apr6s Installation des catheters, un preidvement de 1.5 cm 3 de sang arteriel est effectue sur citrate 
0.109 M (1/9). . 

- 30 minutes apr&s, le produit a tester est administre sous un volume de 1 ml en i.v. 

- Des pr6l&vements arteriels (1.5 ml) sont alors effectu6s a 1 minute 30, 5, 15, 30 et 60 minutes. 

- Achaque preievement, 1.5 ml de serum physiologique citrate est reinjecte a I'animal via la carotide. 

- Les tubes de sang sont centrifuges 5 minutes a 3000 g (preparation du plasma). 

- 100 ul de plasma sont Incubus avec 100 ui de cephaline activ6e. Le temps d'apparition du ph6nom6ne 
de coagulation est mesure, apres addition de 100 uJ de calcium. 

- Les composes de invention, testes a la dose de 0.25 mg/kg augmentent de fagon durable le temps de 
cephaline activee (TCA). Les resultats sont reproduits dans le tableau suivant et montrent les indices 
d'augmentation du temps de coagulation. 





r 


emps (minutes) 




1.5 


5 


15 


30 


60 


Ex.2 


2.6 


1.8 


1.2 


1.2 


1.1 



Example 26 : Mesure de I'activite anti-coagulante ex vivo. 

Administration des produits par voie intravelneuse (i.v.) chez le chien. 

Les chiens a jeun sont anesthesias au pentobarbital (30 mg/kg, i.v.). Une artere femoraie et une veine sa- 
phene sont degagees et catheterisees. Les chiens sont Iaiss6s en respiration libre. Les procedures de preie- 
vements sanguins sont Identiques a celles decrites precedemment chez le rat dans I'exemple 5. Les composes 
de I'invention, testes a la dose de 0.5 mg/kg augmentent de fagon durable le temps de cephaline activee (TCA). 
L'augmentation du TCA not6e avec les composes de I'invention est toujours significative 60 minutes apr£s 
leur administration et n'est pas accompagnee par une thrombopenfe (voir tableau). 



Produit (dose) 


Temps (minutes) 


Indice d'augmentation TCA 


Variation du nombre de 
plaquettes (% du contrite) 




1.5 


9.6 


-3 




5 


3.6 


-2 


Exemple 2 (0.5 mg/kg) 


15 


1.9 


0 




30 


1.4 


0 




60 


1.1 


0 



Le DUP 714 d 0.25 mg/kg a provoqu6 une augmentation du TCA comparable a celle obtenue avec I' x m- 
p! 2 a 0.5 mg/kg. Cet eff t du DUP 714 etait accompagn6 d'une thrombop6nle de 20%. 
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Exempl 27 : Me sure do I'activite anti-c agulante ex viv . 

Administration des produits par vole rai ch z I chi n. 

Apr6s pr6I6vement d'un 6chantiIlon de sang, les produits sont administr6s par voie orale. A des temps 
d6finis aprds I traitement, le sang est pr6lev6 par voie intraveineuse. Le plasma est pr6par6, les plaquettes 
sont comptees et le test de temps de thrombine est pratiqu6. 

Le tableau dSmontre que le produit de I'exemple 2 k 2.5 mg/kg a provoqu6 des augmentations du TTsans 
modification du nombre de plaquettes. L'activite est durable (4 heuresj. 





Temps 


[heures) 


0.5 


1 


2 


4 


j Exemple 2 


1.1 


1.6 


1.5 


1:1 



Exemple 28 : Composition pharmaceutlque 



Formule de pr6paration pour 1000 
comprimSs dos6s & 10 mg : 


ComposS de I'exemple 2 


10g 


Hydroxypropylcellulose 


2g 


Amidon de bI6 


10g 


Lactose 


100 g 


St6arate de magn6sium 


3g 


Talc 


3g 



Revendications 

1. Composes de formule (I) : 



R.NH-C— CO— A CO-NH CH-B^ (I) 

dans laquelle : 

Ri reprSsente un atome d'hydrog&ne, un groupement acyle (C r C 6 ) Iin6aire ou ramif te, alkoxycar- 
bonyle (C r Ce) Iin6aire ou ramif i6, benzyloxycarbonyle, ph6noxycarbonyle, alkyle (C r C 6 ) Iin6ai- 
re ou ramif \6 (substitue ou non par un) ou plusieurs groupements ph6nyle, carboxy, alkoxycar- 
bonyle (C r C 6 ) Iin6aire ou ramifi6, ph6noxycarbony!e, benzyloxycarbonyle ou morpholinosulfo- 
nyle) ou un groupement ReS0 2 - dans leque! Re repr6sente un groupement alkyle (C r Ce) Iin6aire 
ou ramif i6, naphtyie, ph6nyle, benzyle, morpholine (chacun des groupements naphtyie, ph6nyle 
ou benzyle 6tant Iui-m6me Sventuellement substitu6 par un ou plusieurs atomes d'halogfene ou 
groupements alkyle (C r C 6 ) Iin6aire ou ramif i6, alkoxy (C r Ce) Iin6aire ou ramif i6, trihalogSno- 
m&hyl , amino, alkylamino ou dialkylamin ), 

R2 repr6sente un atome d'hydrog&ne ou un groupement : 

- ph6nyle, 

- benzyle (substitu6 ou non sur I noyau ph6nyle par un ou plusieurs atomes d'halog&ne ou groupe- 
ments alkyle (C r C e ) Iin6aire ou ramif i6, alkoxy (C r C 6 ) linSaire ou ramif te, hydroxy, amino, nitro ou 
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carboxy), 

- thl6ny!m6thyle, 

- (pyridinyl)m6thyte, 

- diph6nylm6thyl , 

- fluor6nyle, 

- naphtylm6thy!e, 

- benzocyclobutyle, 

- (dicydopropylm6thyl)m6thyle i 

- indanyle, 

^ ou, cycloalkyl ((VCrJmSthyle, 
R 2 repr§sente un atome d'hydrog&ne ou un groupement benzyls 
ou bien | 
R 2 et R* 2 repr6sentent ensemble CeH^CH= ( 
R 3 repr6sente Tun quelconque des groupements suivants : 



™^ HN^ 

/ I RTOT 



RHN' 



R 



\ 



dans lesquels : 
1 ^ m ^ 6, 

R repr6sente un atome d'hydrogfcne ou un groupement alkyle (C r C 6 ) Iin6aire ou ramif i6, 
R* repr6sente un groupement alkyle (CVCe) Iin6aire ou ramif \6 t 
X repr6sente un atome de souf re ou un groupement amino, 

Ri et R 5 represented chacun un atome d'hydrogfcne ou un groupement alkyle (C r C e ) linSaire ou 
ramif te, 
ou 



~OR 4 



forme un ester boronique de pinanediol, 
repr6sente le groupement suivant 



-N— (CH 2 ) a 

A» 

dans lequel : 

n repr6sente 1 ou 2, 

A 2 repr6sente un groupement ph6ny!e, indanyle, cycloalkyle (C3-C7) (substitud ou non par 
un ou plusieurs group m nts alky! (C r C 6 ) Iin6aire ou ramif i6) cycloalk6ny! (C r Cj) t bi- 
cyclo[2.1.1]hexyl ( bicyclo[2.2.1]heptyl ou un groupement : 
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rr 



danslequel 

Xet Ydifferents represented un atomed'oxygdne, de soufre, un groupement NH ou CH 2 - 
i 

leurs 6nantiomferes, diast6r6oisom6res et epimfcres ainsi que leurs sels d'addition a un acide ou & une 
base pharmaceutiquement acceptable. 

2. Composes de formule (I) selon la revendication 1 dans laquelle R, repr6sente un groupement acetyl, leurs 
enantiomferes, diaster6oisomeres et epimferes ainsi que leurs sels d'addition a un acide ou a une base 
pharmaceutiquement acceptable. 

3. Composes de formule (I) selon la revendication 1 dans laquelle R 2 repr6sente un groupement benzyl, leurs 
enantiomferes, diastereoisomfcres et 6pim6res ainsi que leurs sels d'addition k un acide ou & une base 
pharmaceutiquement acceptable. 

4. Composes de formule (I) selon la revendication 1 dans laquelle A represente un groupement 

-N-(CH 2 ) fl - 

tels que def ini dans la revendication 1, leurs enantiomfcres, diast6reoisom6res et epim6res ainsi que leurs 
sels d'addition & un acide ou & une base pharmaceutiquement acceptable. 

5. Composes de formule (I) selon la revendication 1 dans laquelle R 3 represente un groupement 3-(isothiou- 
reido)propy!e, leurs 6nantiomdres, diast6r6oisom6res et 6pim6res ainsi que leurs sels d'addition £ un aci- 
de ou £ une base pharmaceutiquement acceptable. 

5. Compose de formule (I) selon la revendication 1 qui est I'acide 1-(R)-{[Ac-(R)Phe-(N-cyclopentyl)G!y]ami- 
no}-4-(isothiour6Tdo)butyl boronique, Ac repr6sentant acetyl, (R)Phe repr6sentant (R)-ph6nyla!anyl ( Gly 
repr6sentant glycyl, ses isomfcres ainsi que ses sels d'addition a un acide ou a une base pharmaceuti- 
quement acceptable. 

. Compose de formule (I) selon la revendication 1 qui est I'acide 1-(RHAc-(R)Phe-(N-cydohexyl)Gly]ami- 
noH-(isothiour6Tdo)butylboronique, ses isomfcres ainsi que ses sels d'addition a un acide ou une base 
pharmaceutiquement acceptable. 

. ComposS de formule (I) selon la revendication 1 qui est I'acide 1-(RHAo(R)Phe-(N-cyclopentyl)Gly]ami- 
noH-(1N-m6thylguanidino)butyl boronique, ses isom6res ainsi que ses sels d'addition a un acide ou une 
base pharmaceutiquement acceptable. 

. Proc6d6 de preparation des composes de formule (I) selon la revendication 1 , caract6ris6 en ce que I'on 
fait r6agir un amino-acide protege de formule (II), dont on a 6ventue!lement s6par6 les isom&res par une 
technique classique de separation : I 

R', - NH ^ CO,H (II) 

dans laquelle : 

R'i represente un groupement acyle (C r Ce) linfiaire ou ramifi6, benzyle, alkoxycarbonyie (CrC 6 ) 
lineaire ou ramif i6, benzyloxycarbonyl ou ph6noxycarbonyl , 

et 

R2 et R' 2 ont la mSme signification que dans la formule (I), 
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que Ton fait r^agir selon une technique de couplage peptidique avec un deuxfeme amino^acide prot6g6 
de formule (III) dont on a 6ventuellement s6par6 les isomfcres selon une technique classique de s6para- 
tion, 

HA-C0 2 CH 2 C 6 H 6 (III) 
dans laquelle A a la mSme signification que dans la formule (I), pour conduire au compos6 de formule 
(IV): 

R'.-NH^C.CO.A-CO^C.H, m 

dans laquelle R^, R 2( R' 2 et A ont la mfime signification que pr6c6demment, dont on dSprot&ge la fonction 
acide par hydrog6nation catalytique ou saponification, 
pour conduire au composd de formule (V) : 

R',-NH-C-CO-A-C6 2 H (V) 
R, K 2 

dans laquelle R' 1( R 2t R' 2 et A ont la m§me signification que pr6c6demment, 

que Ton met en faction avec du N-hydroxysuccinimide en pr6sence de 1,3-djcyciohexylcarbodiimide en 
milieu anhydre, pour conduire au compos6 de formule (VI) : 



RVNH^C-CO-A-CO^Suc ^ 

dans laquelle R' 1f R 2 , R' 2 et A ont la m§me signification que pr6c6demment et Sue reprSsente un radical 
succinimido, 

que Ton met en reaction en milieu basique avec un compos6 de formule (VII) : 

^0-R' 4 



H 2 N-C-B N (VH) 



R- °- R '' 
dans laquelle : 

R V repr6sente le groupement Br-fCHJn,- dans lequel m a la mfime signification que dans la formule 
(I). 

RV et R' 6 repr6sente chacun un groupement alkyle (C r C e ) Iin6aire ou ramif i6, 
ou 

^OR 4 



OR« 

forme un ester boronique de pinanediol, 
pour conduire au compost de formule (VIII) : 



.OR 4 



R', - NH - C - CO - A - CO - NH - CH - B ^ fVTm 
/\ | ^OR' 5 (Vffl) 

^ *a R' 3 
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dans laquelle R' 1( R 2f R' 2l R' 3 , a, R \ et R'$ ont la m§me signification que prScSdemment, 

qu I' nfaitr6agirav cd lathi ur6 6ventu Hement substitu6e uuncomposdp rm ttant d'acc6der 

au d6riv6 amin6 conv nabl m ntsubstitu6, 

pour conduir au compose de formula (l/a), cas particuli r des composes de formule (I), 



OR* 

R' - NH - C - CO - A - CO - NH - CH - B ^ * 

R2 R 2 r 3 5 (I/a) 

dans laquelle R' 1( R 2 , R 3 , R' 2> A, R' 4l R5, R et m ont la meme signification que precedemment, 
compose de formule (l/a) dont on deprotege, si on le souhaite, la fonction amine terminale et que Ton trans- 
forme, en milieu inerte, a I'aide de trichlorure de bore, en acide boronique de formule (l/b), cas particulier 
des composes de formule (I) : 



r.-nh-c-co-a-co-nh-ch-b: 



,OH 



l-^-CO-A-CO-NH-CH-B^ Qfo) 



dans laquelle R 1( R 2 , R' 2 , A et R3 ont la m§me signification que dans la formule (I), 
compose de formule (l/a) ou (l/b) : 

- que Ton purif ie 6ventuellement selon une technique classique de purif ication, 

- dont on s§pare, si on le souhaite, les 6nantiomSres selon une technique classique de separation 
et que Ton transform^ ie cas £ch£ant, en ses sels d'addition £ un acide ou une base pharmaceutiquement 
acceptable. 

X Compositions pharmaceutiques contenant comme principe actif au moins un compost selon Tune quel- 
conques des revendications 1 a 8, seul ou en combinaison avec un ou plusieurs v6hicules inertes, non 
toxiques pharmaceutiquement acceptables. 

I. Compositions pharmaceutiques selon la revendication 10 utiles en tant qu'inhibiteurs de trypsine-like se- 
rine proteases. 

!. Compositions pharmaceutiques selon la revendication 10 utiles en tant qu'inhibiteurs de thrombine. 
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